Ref. B1180/20046 16090/US 

US Patent Application based on PCT/EP2004/006800 
"SAMPLE HOLDING DEVICE AND METHOD FOR THE PRODUCTION THEREOF" 

Summary of DE 198 26 350 

DE 198 26 350 discloses a process for preserving blood cells 
like erythrozyts by storage at low temperatures, wherein the 
blood cells are subjected to an increased hydro-static 
pressure. 



DE 198 26 350 represents technological background with regard 
to cryopreservation methods. A sample receiving device as 
claimed in the above U.S. patent application is not disclosed 
in DE 198 26 350. 
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Prufungsantrag gem. S 44 PatG 1st gestelit 

@ Verfahren und Nftirrichtung zum Konservieren von zellularen Blutkomponenten 
@ Zur Konservierung von zellularen, gegen Gefriervor- 
ginge empfind lichen Blutzellen, insbesandere von Ery- 
throzyten, werden die Blutzellen nach ihrer Abtrennung 
vom Blut in einer walirigen Konaervierungsflussigkeit ei- 
nem hahen hydrostatischen Druck ausgesetzt, unter die- 
sem Druck auf eine Temperatur von weniger als 263 Kel- 
vin abgokQhItund unter diasem Druck be! tiefer Tempera- 
tur gelagert. Unter der WIrkung des hohen hydrosta- 
tischen Druckswird der Gefrlerpunkt des Wassers in den 
Zellen und in der Konservlerungsldsung stark erniedrigt 
Dadurch wlrd die Blldung von die Zellen und die ZellwSn- 
de schSdlgsnden Eiskrlatallan varhindert Durch Elnatel- 
lung geeigneter ionsnkonzentrationen von Na*. K* und 
Ca'^ warden physlkochemlsche Alterungsreaktlonan In 
den Blutzellen waiter vermindert. Im Vargielch zu bekann- 
- ten Konaervfarungaverfahran bai baiaplalawelsB Erythro- 
zyten kann dia KonsarviarungszaFt durch das arfindungs^ 
gemASa Verfahren mindestans um den Faktor 10 arh6ht 
werdan. 
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Bescbreibung drostatischen DiQcken dazu, dafi das Phasengleichgewicht 
Wassei-£is, das heiBt der Gefrieipunkt des Wassers, mit zu- 

Dle Erfindung betrifit ein Verfahisn zum Konservleren nehmendein Dnick sich zu tieferen Temperaturen vcr- 

von zelluLSFen Blutkomponenten, insbesondere voa Ery- schiebt. Es ist anzunebmen, daB mit zunehmeadem hydio- 

throzyten, duich Lagening bei tiefen Tbmperaluren, sowie S statiscben Dnick auch die KeinibiMung von Eiskristallen zu 

VniichtungHi zur DmchfUhiung des ^/^IfBhIeIls. defeim Tbmperaturea vecschoben wird. Das hat zur Paige, 

ZdluUre Blutkomponentai werden bekanntlich diuch daB unter bdien hydtostatischen DiQcken die Ibnperatur 

tiefnervoigSnge inevetsibel geschSdigt. Die Lagening von der Blutze]len-Suspensi<xi stadc herabgesetzt werden kann, 

BlutbestandteilBn in sogenannten Blufbanksn erfolgt des- obne daB die Gefehr einerEisbildung und der dainit einher- 

halb in der ^ise, daB das zu konserviereixle Blut durch Zu- iO gehenden Schadigung und Zerstdrung der ZeUmembranen 

satz einer StabilisierungslSsung ungerinnbar gemacht, das besteht. Auf dicse Weise ist es also moglich, numnehr auch 

Blutplasma durch Zentrifugierung von den zeUuUren Blut- fllr zclluiaie Blutkomponenten die HefkUblkonservierung 

kamponentenabgetiennt und Blutplasma und zellvilaie Blut- anzuweadeo, und zwar bis zu detait liefea Ikmpeiaturen, 

komponenteD getrennt konaervieit wwlen. Das Blu^lasma bei daien DifiusionsvoigSngB und lonenbewegungen nur 

wird als tiefgefiroieae Hassigkeic gelagert. Die biochemi- u noch in sehr cingescbrankKm Umfang mSglich sind. Auf 

scbcn, physikochemischen uod cnzymobgischea Eigen- diese "Weise kann die KonsemenrngszeitgegenUber den be- 

achaften des Blulplasmas wwden durch den Gefnervoigang kannten A^abien eriieblich gesteigert werden. Insbeson- 

nicht verSndeit, und das zu eineniEiablDck schockge&oiBae dere hat es sich gezeigt, daB in den auf diese Weise extrem 

Blu^Iasma kann auf diese Wnse beliebig lange gdagett untockOhltai Eiythrozyten alle ATP (Admosinttiphosphat) 

weidea 20 verbrauctaendrai Prozesse auf ein Minimum leduziert wer- 

Bei zdtiiiaiBn BluUiestandtBilBn liegen die AferfaSltnisse den. Danit bleibt das in den Zellen akkuaiulierte Mg-ATP 

andets. Thrombo^teD Z.B., die fiir die Blutgednnung ver- fiir die Zellen VBifiigbar, auch wenn fiber ISngere Zeiten 

antwonlich sind, kOnnen bis heute nur in fiischem Zustand kcine neoDenswerte Neusyntbese erfolgt. 
erfolgreich transfiandiert werden. Ktihlschritte, bei denen es In zweckmSBiger Weitcrbildung des Verfahrens werden 

zur Bildung von Eiskdstallea innerhalb und/oder aufierhalb 25 die zellularen Blutkomponenten in wSssrigen KoD3ervL&- 

der Blutzdlen konimt, zerstSren oder schSdigen in erhebli- lungsl&sungen suspendiert, die Na'^-, K^- und Ca^-Ionen in 

chemMaBe die Zellwande und die Zellen und mOssendaher Konzcntrationen enthalten, die transmembianale lonen- 

auf jeden Fall veimieden werden. Eine beschiSnkte Konser- fliisse zwischen den Blutzellen und der Konservierungsld- 

vierung Iflfit sich nur durch Lagerui)g in geeigDeten StabUi- sung pniktisch ausschlieBen, Um die Diffusion von Na'*'- und 

sierungslfisungeD ecreicheo. Insbesondete & Erytfarozytm, 30 Ca'^-Ionen in die Blutzellen zu verfaindBin, werden deshalb 

die die an Masse wichtigste Kompooente des Blutes dars^- fiir diese looen in der Kooservieiungsldsung Koozentiatio- 

len, sind gegen intrazellulSre Eisbildung sehr empfindlich. nen gewShlt, die wdt unter der natiirlicbeD Konzentration 

Eine TiefkUhking ist nur dann mfiglich, wenn durch gedg- dieser Ibn«i im Blut liegen. Die natlirliche KonzentraJion 

nete ZusStze der Gefiierpunkt gesenkt wild. Doch auch bei dieser lonen auBerhalb der Blutzellen liegt bei etwa 150 

TiefkQhlung unter Zusatz von den Gefiierpunkt emiedrigen- 35 mMol/l fOr Na^ und bei etwa 3000 pMol/1 fOr Ca"', wShrend 

den Stoffen ist eine Konservierung nur in sehr beschntaktem die Konzentration dieser lonen inneriialb der Zellen bei 5 

Umfang mOglich. Offensichtlich kommt es nSmlich bei den mMol/l fOr Na* und bei 1 jj Mol/1 Rir Ca** liegt In der erfin- 

bieifilr bekannten \WahrBn ebenfalls zu Schadigungen dsr dungsgemSIB verwendeten Konservierunggl6sung wild des- 

Zellai und vor allem der ZeUmembranen, wodureh die halb die lonenkonzentration von Na* und Ca++ etwa auf 

Oberlebensfahigkeit der Erythrozyten beeintrachligt wird. 40 diese naturliche intrazellulSre Konzentration dieser lonen 

WeiBe Blutkfliperchen, die fiir die Mektabwehr des Blu- eingestellt. 
tes zustSndig sind, sind hingegen ttbenBschenderw^ lesi- Andeiersfflts ist es zweckmSBig, die Diffusion von K* aus 

stenter gegen inttazeliulilte Hsbildung als andene Blutzel- den Blutzellen in die KonservierungsUisung daduich zu mi- 



len. 

Aus den genannten GiOnden ist es bis heute nicht mSg- 4S Idsung auf Werte von Uber 120 nAfoVl gesteigert wird. 
lich, die gegen Eisbildung empfiDdlichen zeUulSien Blut- Nach der Senomialisierung des Zellkonzentrats wird zur 
komponenten so zu konservieten, daB ihre biochemiscbe HnstellungdnestiansfusLonsfahigenGemischsduichZug- 
Aktivitat auch Uber Ungere Zeltraume voll erhalten bldbt. abe von K*-&den Losungen die K*-Konzentration wieder 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Varfahren auf etwa 6 mMol/l gesenkt, d. b. auf etwa physiologische 
zur Konservierung von zeUulBren BlutkonqxxientBn zu ent- SO Vfetto, 

wiclaln, das es ennOglicfat, diese Bhitkompoaeaten auch TXc Eindiffusion von Ca*+ in die Blutzellen kann auch da- 
iibor verh5Itnism5Big lange ZeitiSume zu lagem, ohne daB durch vetringert oder verfaindert werden, daB der Konservie- 
die Zellen oder die ZeUmenibranen in wesenfUchem Um- rungslSsung Gtrat oder ein andsrer KomplexbUdner fiir 
fang geschSdigt werden. Ca** zugegeben wild. 

Gem&B der Erfindung wird diese Aufgabe dadurch geldst, SS Auch £ese Ma^nahme dient dazu, die Gesamitheit von 
daB die zellul£ren Blutkomponenten nach ihrer Abtrennung Membian-Lipiden und Mranbran-Proteinen zu schOtzen und 
vom Blut in einer wasstigen Konservierungsldsung einem moglichst unverandert zu erhalten. 

hohen hydrostatischen Druck ausgesetzt, unter diesem Eine weitero giinstige Beeinflussung der Konservierung 
Druck auf eine Ibmperatur von weniger als 263 Kelvin ab- der BlutzelleD kann durch Zugabe bestimmtBi Medikamente 
gekOhlt und unter diesem Druck und bei dieser Tempcratur to zu der Konser^erungslSsung erfolgen. BeispielsweLse k3n- 
gelageit werden. nen zu diesem Zweck Chloptomazin (Chloroquin-bis(Dihy- 

Das erfindungsgemSBe Ver&liiBn madit sich das "Ls- dragenphosphat) oder abnlich wiikende Substanzen sowie 
Chatelier-Ptinzip' zunutze, wonach das Gleichgewicht ei- iibliclie Lokalanaesthetika zugegeben werden. Die ^^rkung 
nes unter ^Beren Einfltlssen stehendcn Systems sich stets in solcher Substanzen beruht darauf, daB sie die sogenannte 
Richtung des kleinsten Zwanges verschiebt. Da %sser un- fis "echino^togene" Reaktion verhindem bzw. umkehren. Un- 
teriiBlb von 4 Grad C und Eis aufgrund ihres anomalen War- ter echino^togenra: Reaktion wird eine Formanderung der 
meausdebnungsverhaltens mit abnehmender Ibmperatur ihr narmalerweise bikonkay geformten Erythrozyten unter Bii- 
Vslumen veirgitSBem, fuhrt die Anwendung von hohen hy- dung von mehr oder weniger schaif geiuodeten %cstiilpun- 
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gen der ZBUmembraii verstandea, Diese FormandeTUDg 
fiihrt zu einer Versteifung der Erytbiozyten mit der Folge, 
daB ihie Fghigkdt, Engstellen des Ge^systems zu passie- 
rcn, gestOit wird. ScblieMch fUhrt sie zur Zcrstdrung der 
ZbUbq, Als Falge dessen konnen sich sogenaiiiite Neoanti- 5 
gene bildBU, die ifarerseits Anlafi zu schadlichai imnrunolo- 
gischea Reakdonen mit dem Inununsyitem dcs EmpfBnger- 
blutesseinUiiiDen. 

Das erfindungsgemaBe ^iMuen kann gnmdsatzlich mit 
Hilfe von bekamten DiuckgefSBen duicfagefiihit weniBii, in lo 
denen der Dbraxjiruck wShrend der gesamten Konservie- 
rungszeit bei tiefea Temperaturen auErechteiiialten bleibt. 

Eine besondeis geeignete Nfonichtung zur DuichfUbrung 
des '\ferfahrBns zeichnet sch daduich aus, daB der Druckbe- 
htilter als solcher mit einer Druckkontiolleimichning verse- is 
hen Lst, die die Uberwachung des tibcrdiucks wahrend der 
EonservieruDgszeit gestattet. Prazise MeBinstzumentB sind 
hieifUr nicht eifoiderlich, vieltiiBhr geniigen in der Segel 
einfechc Xontrollvoirichtungeo. Als solche kommen bei- 
spielBwease transparente kleinlumige Rohre in Frage, die 20 
ranseitig gBBcblossen sind. Die mit Luft geflHItfin SobiB ate- 
hen am andBicn Ends tnit dstn untBT Dnick stBhendcn 
dium in >fetbindung. Durch den t)berdiuck wild die Luft- 
s&ule komprimiert, und mit Hiife einer geeichten Skala auf 
dem transparentenRohr kann der Fiillstand des Rolussfest- 2S 
gestellt, und iiber den FUUstand des Rohres die HOlie des 
Ubeidrucks ermittelt werden. Mit Hilfe geeigneter liditelek- 
trischer MeBeinrichtungen kana der Oberdruck mit Hilfe be- 
kaiinter Speiclieieimichtungea fortlauf 



Mit bekannten Vsnichtungen ist es tecbmsch mSglich, in 
FiassLgkeiten bydrostatische DrOcke in HiShe von 100.000 
bis 150.000 hPa (100-150 bar) zu eizeitgen und in Druckbe- 
hBllietn langMstig aufrechtzuajialten. Unter derart faoheD 
Diiicken kSnnen die wSssrigen KonsorvierungslSsungen auf 3 
Temperaturen von 250 Kelvin und darunter abgektthlt wer^ 
den, ohne dafi die Gefahr einer Eisbildung bestdit. 

Zum KSltekonservieiBD von roteo BlubBellen wenfen 
diese vom Blut al _ 

sungen aufgeschweoimL ^e solche S 
kann beispielsweisB 80 bis 95 V ' 



FOr den Einsatz im Rabmen von Blutbank-Frozeduren 
cmpfiehlt eg sich, TeUproben der kSltdionservierten Suspen- 
sionsUisungen in regelmMBigea AbstSndea w&hrend der La- AS 
geizeit zu libeipriUbn, um dea biochemisd>ZBllphysi(dogi- 
schen Erfolg zu kontrollieren. Zu diesemZweck werden von 
der Suspensiooslfisung vor der Druck- und KSiteanwendung 
kleine Teilpioben abgetrennt und diese Tbilproben deiselben 

- - - - n-DieUbMpriifting » 



erfblgt dann anliand dieser Tbilproben. 

Patentanspriiche 



1. Ver&luen zum Konservieien von zellularen Blut- SS 
komponenten, insbesondete von Erythrozyten, durcb 
Lagerung bei tiefen Ibmperaturen, dadorch g«keim- 
zeichnet, daB die zeUulSren Blutkomponenten nach ih- 
rer Abtiennung yom Blut in einer wSsstigrai Konsei- 
vierungslosung einem hohen hydiostalischen Diuck fo 
ausgesetzt, unter diesem Druck auf one Temperatur 
•ma wemgBT als 263 Kdvin abgekiihlt und unter dem 
etfa61itBn Druck und bd diesor Ibmperatur gelagett 
weiden. 

2. VerMien nach Anspiuch 1, dadurch gekennzdch- fis 
net, dafi die die BlutzeUen endialtende und unter ho- 
hem hydiostatischen Diuck stehende Kcxiservi^ngs- 
losung auf eine Temperatur von etwa 258 bis 243 Kel- 



vin abgelciiblt und bei dieser Ibmperatur gelagert wird. 

3. VerMiren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dal3 die die BLutkomponenten enthaltende 
Konservierungsldsung einem hydrostatischen Druck 
von mehr als 20.000 hpa, mid vaizugsweise von 80.000 
bis 150.000 hPa, ausgesetzt und bei desem Druck g&- 
lageitwitd. 

4. Verfabren nacb einem der AnsprOche 1 bis 3, da- 
durch gelisnnzrachnet, dal3 der wassiigen Konservie- 
nmgslosung NaMonen bis zu einer Konzentration von 
1 bis 10 mMol/1 zugesetzt werden. 

3. 'S^xfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, da- 
durch geJcennzeichnet, da^ der wassiigen Konservie- 
rungslosung Ca++-Ionen bis zu einer Konzentration von 
0,5 bis 5 jjMo1/1 zugesetzt werden. 

6. Verfehren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gelcennzeichnet, daB der wassiigen Konservle- 
ningslosung KMonrai bis zu einer Konzentration von 
mehr als 120 mMol/1 zugesetzt werden. 

7. 'Wrfahrcn nadi ranem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
dchnet, daQ der wSssiigen Konservie- 



h Oder Lokala- 
naesflietika zugesetzt werden, 

8. Vonichtung zur Duichfiihrung des VerMuens nach 
einem der Ansprflche 1 bis 7, dadurch gekennzeicbnet, 
daB der die Blutzellea in der Konservierungsldsung 
enthaltende Diuckbehalter mit einer die Dberwachung 
des Drucks gestattenden DruckmeBeinrichtung veise- 
faenist 

9. Vonichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeicbnet, daB die DruckmeBeinrichtung aus einem 
transparaiten, rinseitig gescblossHiBQ und mit Luft ge- 
fliUliai und mit dner Skala versehenen Rohr best^ 

10. ^()Enchtung nach Anspmdi 8 oder 9, gdsennzeicb- 
net duich eine die H6he des Drucks in den Druckbehai- 
tem legistnerende Spdcheieiniichtung. 



